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Composizioni farmaceutiche per il trattamento di infezioni da patogeni 
deU'apparato urinario 

La presente invenzione riguarda composizioni farmaceutiche per il trattamento di 
infezioni da patogeni deU'apparato urinario e, pit in particolare, riguarda ie sud- 
dette composizioni contenenti N-acetil-cisteina eventualmente associata a fosfo- 
micina. 

La N-acetil-cisteina (d'ora in avanti NAC) (The Merck Index XIII Ed., N. 90, pag. 
94) h un noto farmaco ad attivita mucolitica ed antiossidante venduta ad esempio 
in Italia con il marchio FLUIMUCIL. 

La fosfomicina (The Merck Index XIII Ed., N. 4277, pag. 4281) e un noto farma- 
co ad attivita antibiotica venduto in Italia come sale di triidrossimetilamminome- 
tano con il marcliio MONURIL. j^^j £002^ 0 0 t 8 8 t 

Diversi patogeni deU'apparato urinario quali ad esempio Escherichia coli haimo la 
capacit^l di produrre un'abbondante sostanza mucopolisaccaridica extra-cellulare 
che favorisce I'adesivita batterica e la produzione di biofilm. 
II biofikn si e dimostrato un fondamentale fattore di virulenza nelle infezioni cau- 
sate da questi microrganismi. 

II biofilm pennette spesso ai batteri di colonizzare superfici esteme quaU protesi o 
cateteri. 

Nel biofilm i batteri possono svUupparsi in im ambiente protetto sia contro le ri- 
sposte immunitarie che gli antibiotici. 

I biofihn rappresentano quindi un problema importante nella terapia antibiotica e 
sono spesso causa di infezioni ricorrenti. 
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Appare evidente, quindi la necessity di poter dispone di sostanze atte a inibire la 
fonnazione di biofilm o di disgregare biofilm esistenti. 

La NAC h stata riconosciuta possedere la capacity di disgregare biofihn di 
P.aeruginosa [Antimicrob. Agents Chemother,, 35, 1258, (1991)] e di inibime la 
formazione da parte di S.epidermidis [J. Ant. Chem., 39, 643, (1997)]. 
Abbiamo era trovato che la NAC e in grado sia di inibire la formazione di biofilm, 
da parte di patogeni deU'apparato urinario ed in particolare da parte di Escherichia 
coli sia di disgregarlo se gia formato. 

D'ora in avanti concentreremo la discussione svMC Escherichia coli essendo inteso 
che quanto riportato vale anche per altri patogeni deU'apparato urinario in grado 
di produrre biofilm. 

Abbiamo inoltie trovato che la fosfomicina e in grado di incrementare I'attivit^ 
dellaNAC nell'inibire la formazione o disgregare biofihn di Escherichia coli. 
Costituisce pertanto un primo oggetto della presente invenzione un process© per 
preparare una composizione farmaceutica contenente NAC per il trattamento pre- 
ventivo o disgregativo di biofihn prodotti da Escherichia coli e da altri patogeni 
deU'apparato urinario. 

Costituisce un secondo oggetto della presente invenzione un processo per prepara- 
re una composizione farmaceutica contenente fosfomicina utile per incrementare 
I'attivita della NAC nell'inibire o disgregare U biofihn prodotti da Escherichia 
coli e da altri patogeni deU'apparato urinario. 

Costituisce un terzo oggetto deU'mvenzione una composizione farmaceutica con- 
tenente NAC e fosfomicina ed U suo uso neU'mibhe o disgregare biofihn prodotti 
da Escherichia coli e da alti:i patogeni deU'apparato urinario. 




Costituisce infine un quarto oggetto deirinvenzione un processo per preparare una 
composizione farmaceutica contenente fosfomicina utile nell'inibire o disgregare 
biofilm prodotti da Escherichia coli e da altri patogeni dell' apparato urinario. 
Le composizioni di cui sopra pennettono di attaccare con successo Escherichia 
coli anche quando essa h protetta da biofilm. 

La fosfomicina verra usata preferibilmente come sale di triidrossimetilammino- 
metano o come sale sodico. 

La preparazione delle composizioni dell'invenzione viene efifettuata secondo me- 
todi tradizionali usando additivi di per s6 noti ed usati nel settore farmaceutico. 
Dipendentemente dalla via di somministrazione prescelta esse possono presentarsi 
come fiale iniettabili e composizioni solide per uso orale quale ad esempio capsu- 
le, compresse e compresse effervescenti. 

Volendo trattare infezioni di Escherichia coli la via di somministrazione preferita 
sari quella orale o iniettiva. 

Le composizioni possono essere utilizzate sia per un trattamento preventivo 
quando, sospettando od avendo evidenziato una infezione di Escherichia coli, si 
vuole impedire che questo crei il biofilm nel quale sara poi difficile attaccarlo con 
una terapia antibiotica classica. 

Le composizioni possono essere usate anche come coadiuvanti in ima terapia anti- 
biotica classica quando questa si rivela scarsamente ejBBicace a causa dell'azione 
protettiva del biofilm sul microrganismo. 

Le dosi efficaci di NAC sono comprese tra 128 e 2000 mg/die da prendere in una 
o piii somministrazioni. 

Le dosi efficaci di fosfomicina sono comprese tra 200 e 3000 mg/die da prendere 




in una o piu somministrazioni. 

Owiamente, le dosi sopra riportate sono quelle preferite perche si riferiscono a 
prodotti gi^ in commercio anche se la prassi medica poM variare dosaggi e tempi 
senzaper questo discostarsi dallo spirito della presente invenzione. 
Con lo scopo di meglio illustrare la presente invenzione senza tiittavia limitarla, 
vengono ora fomiti i seguenti esempi. 

Gli effetti di NAC e fosfomicina sul biofilm prodotto da Escherichia coli sono 
stati valutati su quattro ceppi del microrganismo denominati 169, 255, 1263 e 
1293. 

Esempio 1 
Formazione e quantificazione del biofilm 

La formazione dei biofilm h stata quantificata spetlrofotometrioamente in micro- 
piastre di polistirene con fondo a U (Coming Incorporated, NY). 
Piu in dettaglio, I'effetto di NAC suUa formazione dei biofilm h stata valutata 
come segue: brodocolture "over-night" in Trj^tic Soy Broth (TSB) addizionato 
con glucosio (0,25%) (TSBG) sono state diluite 1:100 in TSBG. Tali sospensioni 
(100 |il ciascuna) sono state addizionate ad opportune diluizioni di NAC a con- 
centrazioni variabili rispettivamente da 8 mg/ml a 0,007 mg/ml. Dopo incubazione 
a 37°C per 24 ore, le micropiastre sono state lavate tre volte con tampone fosfato 

10 mM ph 7,4 (PBS), trattate con fissativo di Bouin e quindi colorate con Cristal 
Violetto (0,01%). 

11 biofilm adeso alle pareti delle micropiastre h stato lavato con PBS, sospeso in 
sarcosile al 10% e misurato spettrofotometricamente a 492 nm. 

La stessa metodica h stata utilizzata per calcolare la quantiti residua di biofilm 




dopo trattamento con NAC da sola o associata con fosfomicina su Escherichia 
coli. A tale, scopo, biofilm con due diversi gradi di maturity: inizieile (5 ore) e pie- 
namente consolidate (48 ore) sono stati esposti ad opportune concentrazioni di 
NAC (da 8 mg/ml a 0,007 mg/ml) addizionata a fosfomicina alle concentrazioni 
raggiungibili in vivo nelle urine. 

Contemporaneamente i biofilm cosi trattati sono stati sottoposti a sonicazione al 
fine di disperdere le cellule ancora adese, le quali sono state seminate su terreno 
ricco previa opportuna diluizione per il compute degli element! vitali soprawis- 
suti ai diversi trattamenti. 

Esempio 2 

Effetto di NAC sulla formazione e diseregazione di biofilm e su lla vitalita batte- 
rica 

Nei confix)nti di tutti gli stipiti di Escherichia coli studiati, le diverse concentra- 
zioni di NAC utilizzate, addizionate alle brodocolture, non hanno provocate alte- 
razioni visibili della crescita batterica, ma hanno provocato riduzioni del biofihn 
variabili dal 73,8 al 35,9% e superiori al 50% in tre ceppi su quattro. 
Sui biofilm iniziali di Escherichia coli, h stata registrata una riduzione maggiore 
del 50% (51,7%, 64,0%, 58,4%); simihnente sui biofilm maturi la riduzione h su- 
periore al 50% in tre ceppi su quattro (64,3%, 60,2% e 67,7%), m Escherichia coli 
1 69 la riduzione e stata pari al 25,2%. 

L'attivita di NAC alia massima concentrazione utilizzata suUe cellule del biofilm 
ha determinato diminuzioni delle CFU/ml variabili dal 14,6% al 71,4% e dal 9,1% 
al 54,2% rispettivamente per i biofilm in fase di formazione e per quelli consoli- 
dati. 




Esempio 3 

EfFetto della fosfomicina impiegata singolarmente sulla disgregazione di biofilm e 
sulla vitality batterica 

Fosfomicina alia massima concentrazione utilizzata (2000 mg/1), ha provocate di- 
minuzioni della quantity di biofilm variabili dal 40% al 56,9% e dal 41,5% al 
49,3% rispettivamente per i biofilm giovani e maturi. 

Anche a 128 mg/1 la fosfomicina ha determinato riduzioni del materiale polisacca- 
ridico variabiU dal 30% al 48,1% e dal 27,5% al 44,7%. 

Alia miassima concentrazione utilizzata (2000 mg/1) la fosfomicina ha determinato 
riduzioni degli elementi vitaU variabili dal 98,0% al 99,5% nei biofilm iniziali e 
variabili dal 36% all' 8 5,7% nei biofilm pienamente consolidati. 
Riduzioni delle CFU/ml inferiori a 1 logaritmo sono state provocate da 128 mg/1 
di fosfomicina. 

Esempio 4 

Effetto di NAC associata a fosfomicina sulla disereeazione dei biofilm e sulla vi- 
talita batterica 

Per quanto riguarda i ceppi di Escherichia coli studiati, per entrambe le concen- 
trazioni utilizzate, la fosfomicina ha dimostrato il maggior effetto disgregante as- 
sociata a NAC (2 mg/ml); fosfomiciaa alia concentrazione di 2000 mg/1 in asso- 
ciazione con NAC (2 mg/ml) ha determinato una diminuzione dei biofilm iniziali 
variabile da 66,6% {Escherichia coli 1263) air80,l% {Escherichia coli 169) e sui 
biofilm pienamente consolidati da 60,2% {Escherichia coli 1293) al 73,4% 
{Escherichia coli 255). 

Tali diminuzioni sono risultate superiori a quelle ottenute considerando separata- 




mente fosfomicina (dal 50,3% al 74,4%) e NAC (dal 39% al 58,8%). 
Tuttavia aumentando le concentrazioni di NAC a 4-8 mg/ml, le percentuali di ri- 
duzione di disgregazione del biofilm diminuiscono. Matti per i biofilm im2dali la 
diminuzione varia da 46,2% (Escherichia coli 1263) a 53,5% {Escherichia coli 
1293), per i biofilm pienamente consolidati da 46,8% {Escherichia coli 1263) a 
55,8% {Escherichia coli 1293). 

Sulle cellule, la diminuzione delle unita formanti colonia CFU/ml h stata inferiore 
a 3 (99,9%) e 2 logaritmi (99%) per le combinazioni: fosfomicina 2000 mgl e 
NAC 2 mg/ml, fosfomicina 2000 mg/1 e NAC 0,5 mg/ml, fosfomicina 2000 mg/1 e 
NAC 0,007 mg/ml rispettivamente per biofilm inmiaturi e consolidati. Riduzioni 
delle CFU/ml prossime ad un logaritmo sono state osservate quando alle stesse 
concentrazioni di NAC e stata addizionata fosfomicina a 128 mg/1. 




Rivendicazioni 

1) Un processo per preparare una composizione faimaceutica contenente NAC 
per il trattamento preventive o disgregativo di biofilm prodotti da Escherichia 
coli e da altri patogeni dell'apparato urinario. 

2) Un processo per preparare una composizione farmaceutica contenente fosfo- 
micina utile per incrementare I'attivita della NAC nell'inibire o disgregare il 
biofilm prodotto da Escherichia coli e da altri patogeni dell'apparato urinario. 

3) Una composizione farmaceutica contenente NAC e fosfomicina ed il suo uso 
nell'inibire o disgregare biofilm prodotti da Escherichia coli e da altri 
patogeni dell'apparato urinario. 

4) Un processo per preparare ima composizione farmaceutica contenente 
fosfomicina utile nell'inibire o disgregare biofilm prodotti da Escherichia coli 
e da altri patogeni dell'apparato urinario. 

5) Una composizione secondo le rivendicazioni da 2 a 4 in cui la fosfomicina 
viene usata come sale sodico o sale di triidrossimetilamminometano. 

Stefano Panosslan 




